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　罪報1）において著者はglycerol筋のATPaseと合成
AM－ATPase2）をion効果の面から詳細に比較検討し，そ
の間に；本質的な差は認められず，K：Cl濃度に関して見られ
た相違，即ち合成AM　ATPaseでは0，2　M　K：Clに谷を有
し，これよりKCI濃度の増加，減少のいずれにおいても
活性の促進を示すに反し，glycerol筋ATPaseではかか
る谷を有せず，低K：Cl濃度下でATPase活性は高く，
KCI濃度の増加に従いATPase活1生の低下を示す。また
皿gCI2（10－3M）の賦活KCI濃度域についても合成AM－
ATPaSeは0．05　M以下の’ﾉめて低いKCI濃度域でのみ賦
活されるに対し，glycerol筋ATPaseはO．3　M　KCI　LA下
の濃度域で賦活が見られた。　かかる相違に関し，著者は
glycerol筋のrigorに基づく現象の差と考えた。
．本論交においては回報の考察を実験的に確かめるべく，
glycerol筋のhomogenateの溶解性とATPase　ac七ivity
との関連について検討を加えた。
実駆方法
A．実臓材料
　1）　glycerol筋二　前報に二同じくA．　Szent－Gy6rgyi3）
の方法に従い作製し，glycero1処理日数は10～50日’問の
ものを再蒸溜水申でhomogenizerで3分聞処理（1回洗
㈱し使用した。蛋白濃度はMicro－Kijeldahl法（ξaetor
625）で測定した。
　2）ATP溶液：二二に同じ，　ATP濃度は原液として
10－2M（K＝0．25M）を使用した。
　3）Buffer溶液：Michaelis氏veronal　acetate　buf－
fer溶液，　pH　7．0を使用，　pHはglass－electrode　pH
meterで測定した。
　4）gly¢erol筋homogenateよりAM抽出のK：Cl溶
液：1．0ないし2．O　M　KCI溶液を1／10　N　K：OH溶液でpH
8．0に補正，pHはglass－electrode　pH　meterで測定し
た。
B．溶出方法
1）glycerol筋homogenateの溶解性
　試験管内沈澱：前報の：方法に多少の改良を加えた。即
ち小試験管に0，1，Q．2，0，3，0．4，0．5，0．6　M　K：Cl溶液2cc
をとり〔pH　7．0のveronal　acetate　bufferそれぞれ0．75
cc含有する），これに上記homogenate　O．5　cc宛加え，振
盈することなく，細いガラス俸で約30秒撹絆（これによ
りhomogenateについている気泡が除去される〉均等化し
0℃に24時聞放置し，homogenateの性状，　volumeの変
化並びに上清の澗濁度につき’肉眼的に観察した。
　比濁計による測定：上記の上清を濾紙で濾過し，澱液
中の蛋白のion環境を一定にするために各K：Cl濃度の濾
液1ccにそれぞれ所定濃度のKICI溶液5ccを加え，　KC｝
一濃度0．46M，総量6ccとして教室で作製せる比濁計
（Fig．1）により凋濁度を測定したLK“’x一。
“K一 {研究費の一部は昭和30年度文部省科学研究費（永井）によった。ここに深甚なる謝意を表する。
轍　湖濁度は比濁計で被外液（濾液1cc＋所定濃度のKCI溶液5cc）の示す散乱光の強度が1．0μAのときこれを1　arbi－
　　trary　unitとした（Fig．3）。　　　　　・　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’
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Fig．　1．　Diagram　of　Nephelometer．
　A　一・・…　ammeter
　C　・・・…　　test　tube
　D　…一・一　dark　chamber
　1、……lamp（tungs七en　lamp，6V＞
　1　・一・一・・　lens
　P　・・・…　photo－tube
　　　　（？S　50　V）
　2）glycerol筋homogenateよりのAMの抽出
　glycerol筋1gr．（glycerolを濾紙で充分に除去後の重
量）に対し，1．0ないし2．O　MのKCI溶液（pH　8．0）を16　cc
の割に加え，o℃で3日聞抽出した。
　3）ATPase測定法
　AMの抽出過程におけるもの並びに抽出完了せるものに
つき’ATPaSe活性を測定した。　抽出過程にあるものは一
　　　　り部上清に溶解せるもの並びにまだhomogenateとして残
存せる両者を均等に混和して測定に用いた。抽出完了せる
ものは抽出蛋白を再蒸溜水でO．05MK：Cl濃度に稀釈T洗
諜（1回）後KCI濃度を0．6　Mに補正してOCに保存し，
ATPaSe活性の測定に用いた。
　測定方法は前報に同じ。
実瞼成績
　1．glycerol筋homogena七eの溶解性
　Fig．2，3に示す如く，低KCI濃度下で白濁せる筋浮遊
液はKCI濃度の増加に従い透明度を増し，且つ蛋白の溶
出が行われるためhomogenateの沈澱量は減少した。　し
かしてこの蛋白の溶出に基づく上清の瀕濁度はK：Cl濃度
の増加と平行して上昇した。　なお湖濁度はKC1溶液の処
15
　　
@　
????????????
5
????????
　o．1　o．2　o．3　O，4　o．5　o．6MKCI
Fig．　2．　The　solubility　of　hoMogenate
　of　glycerinated　muscle　fiber　at
　　various　KCI　coneentrations．
？rotein　concentrations：　1．1　mg／ee
pH：　7　（veronal　acetate　buffer）
Incubation　time：　24　hr．　（OOC）
Total　volume：　2．5　cc
　　　　　　　　　　　　　　　／’
　　　　　　　　　　　　　　●　　　　　　　　　　　／
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　Fig．　3．　The　solubili’ty　of　homogenate　（MKCI）
　　of　glyeerinated　muscle　fiber　at
　　　various　concentrations　of　KCI．
　　（turbidity　of　supernatant　in　Fig．　2）
Turbidity　（arbitrary　unit）：　c．f．　the　text．
理時間とも関連し，時聞の延長とともに掴濁度の上昇が認
められた。
　2．glycerol筋homogenateよりAMの抽出
　1．O　M　KCI溶液で20時間，　その後さらに0．6　M　KCI溶
液で24時間それぞれ0℃で処理すると，上清は強い渦濁
を示すが，homogenateの溶解は欝金でなく，その上清と
沈澱の両者を混和して，ATPase活］1’kを測定するとFig．
5aに示す如く，対照のFig．4の成績とほぼ同様な傾向を
示 ，合成AM－ATPaseに見られる谷の形成は明らかで
ない。
　1．0ないし2．OMの高KC1溶液で3日聞抽出したもので
，
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　　Fig．4。　ATPase　activity　of　homogenate　of
　　　　glycerinated　muscle　fiber　at　various
　　　　　　　　I（Cl　concentrations，
　　　　Pro七ein　concentration：0．41　mg／cc
　　　　ATP：10－3　M
　　　　pH：　7（veronal　acetate．buff’er）
　　　　Temp．：21．1C
　　　　Time　l　15　minute
　　　　Total　volurne＝　5cc
　　Homogenate　of　glycerinated　muscle　fibers
　　　（treated　ll　days）without　extraction　by
　　　I（Cl　solution．
はhomogenateは完全に溶解し，両KCI溶液の濃度的な
差は明らかでない。このATPase活性はFig．5bに示す
如く，0．3～0。4MK：Clに谷を有し，それよりKCI濃度の
滅少，増加のいずれにおいても活性は上昇し，しかも低
KGI濃度側においてより高い活性を覚した。　しかして高
K：Cl濃度側のpeakは0．8　M附近に認め，これよりKCl
濃度が増加すれば再び活性は低下した。
　　　　　　　　　　総括並びに考按
永井4），：丸1⊥15）によればglycerol筋の性質はion濃度に
より著しく異なり，低K：Cl濃度下ではrigidで白色不透
明であるが，KIC1濃度の増加に従い，透明度並びに弾性は
増加し，　さらにK：Cl濃度を増加すれば時間とともに一部
蛋白質が溶出して来るという，永井4）はA箪の抽出に高
KCI（0．6　M）溶液を使用することから，該蛋白質は恐らく
AMであろうと述べた。
　著者もまた前報でhomogenateについて，蛋白質の溶
出がKCI濃度の増加に従い著明になることを観察した。
　本実験におい．てもFig．2，3に示す如く，　KGI濃度の増．
加に従いrigidで不透明な沈澱は柔軟，透明化し，且つ蛋
一kWeber－Edsal液：
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　　Fig．．5．　KCI　dependency　of　ATPase　activity
　　of　the　extract　frorn　the　homogena’te　of
　　　　　glycerina七ed　muscle　fibers　by
　　　　　　coneentrated　K：Cl　solu’tio．n．
　a）●一●
　　Extreatction七ime．　by　KCI　sol．：．SO　M　20　hr．
　　　　　　　and　there　after　O．6　M　24　hr．（0℃）
　　Pro七ein　conc．：041　mg／ce
　　ATP：　10　3M　・
　　pH＝7（veronal　acetate　bu鐙e如）
　　Temp．：　21℃
　　Time：15　minu七e
　　Total　volume：5cc
　b）○一〇
　　ExtractiQn　time　by　K：Cl　sol．：2．O　M　3
　　　　　　　days（0「1C）
　　Protein　con（ン：　039　mg／cc
　　ATP：　6×10　4M
　　pH＝　6．5　（veronal　acetate　buffer）
　　Temp．＝21℃
　　Time：　10　minute
　　Total　volume：5cc
　　glycerinated血uscle　fiber：　glycerol　treated
　　　　　　　49days
白質の溶出．を低KCI濃度域でも明らかに認めたn　しかし
ながらhomogenateの完全溶解は1．0ないし・2．O　Mの高
KCI溶液で長時問処理して始めて得られた。これは新鮮筋
からのAM（myosin　B）抽出はWeber－Edでall濯で可溶
であり，　またAM液は0．6　M　K：Cl液で溶解することに比
較してhomogenateのrigorはAM液に比し極めて強い
ことを意味する。以上の成績は前報e述べたhomogenate
のrigorはAM液とglycerol筋の中問にあるとの考察
を支：持するものである。
　homogenateの完全に溶．解せるもののATPase活ll生は
Fig．5bに示す如く，0．3～0．4　M　KGIに．谷を有し，それよ
り’KCI濃度の減少，増加のいずれにおいてもATPase活
KCI　O．6　M，　NaCO；i　O．Ol　M，　NaHCOn　O・4　M．
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性は促進を示し，また低KC1濃度域でより活性が大であ
る。　これを湯田坂の合成AMの成績2）と対比すると，合
成AM－ATPaseは0．2　M　KCIに谷を有し，　KCI濃度の滅
少並びに増加はいずれも活性の促進を示すが低KCI濃度
下でより活性は高いe著者の成績もまたこれと一致し，た
だ谷が合成AMに比し高濃度側に在る点のみが異なる。
しかしながら合rN　AMよりrigorが強いと解されるmy－
osin　Bのcurve6）が0．3　M　KCI附近に見られることから，
上述の差はglycerol筋のhomogenateよりの抽出AMが
合成AM，　myosin　B｝こ比しよりrigorが強いためによる
ものと考えられる。
　なお成績に示さなかったがhomogenateの抽出．AM液
について粘度な検すると（蛋白濃度2．03　mg／cc温度25℃）
ATP　2×10一：’　M　O．1　ccの添加により通常のA．M溶液にお
けると同様なvis60si七y　dropを示したが，その度合は合
成AMに比して弱い。　viscosity　dropがAMの解離と考
えられることから，　この成績もまたATPase活性におけ
ると同様，両者のAMのrigorの差を示すものと言えよう。
　Hasselbach7）に依ればglycerol筋よりのAMの抽出は
lon強度1．2μ以上において見られるという詳著者の成績
も大体これと一致し，1．O　M　K：Cl濃度下にhomogenateは
完全に溶解し，2．OMKCI浴液との間には殆ど濃度的な差
を認めなかった。
　なおAMの溶解性はionの種類，　pH，温度等に関係す
るs）・9）とされるが，本実験よりさらに抽出時間，fiberの
個体差，glycerol処理E【数等も考慮すべきことが示され
た。
　以上の成績からglycerol筋より抽出された蛋白質は
AMであることは明らかであり，先の永井の見解4）を実証
するものである。　さらにまた著者が前回においてなした
glycero1筋ATPaseはAM－ATPaseなること並びに合成
AM－ATPaseとK：Cl濃度に関して見られた差は両者の
AMのrigorの差に負うとの考察が実験的に確められ
foee－ve。このことはまたAMの結合の強弱（rigor・の程度）
とATPase活性は密接な関係を有することを示唆するも
のであり，また本成績の如くglycerol筋のderigorによ
る物理的性質（透明度並びに溶解性）の変化と上清の瀕濁
度との聞に平行関係の認められる点から，1困濁度の測定は
glycero1筋の収縮，弛緩或いはこれらとATPase活性の
関連をhomogenateについて検討する上に，一つの指針
となしうることを示唆するものである。
　この点についてはATP収縮と掴濁度を同時に測定する
さらに検討したいと考える。
結 ・論
　glycerol筋のhomogenateについて溶解性並びに抽出
AMのATPase活性を検討し，次の如き成績を得た。
　1．glycerol筋のAM溶出はK：Cl濃度の増加と平行し
て増大し，　これはK：Cl溶液の処理側聞の長いほど著明で
ある。
　2．1．0ないし2．O　M　KCI溶液で約3日聞処理すること
により，homogenateは完全に溶解した。
　3．　この抽出した：AMのATPase’活性は合成AMの
ATPase活性と同一なbl生質を示した。
　4．以上の成績からglycero1筋ATPaseとAM－ATP
aseは本：質的に差異なく，　K：Cl濃度に関する差i異はglyc－
erol筋の強いrigorに基くことが実験的に確められた。
　　　　　　　　　　　　　　　　（昭和31．5．28受付）
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ee但しHasselbachの原著に接し得られなかったので，抽出時間その他の詳細な条件は不明である。
一；　ac一 ﾅ近S．　V．　Perry（Symposia　of　the　Soeiety　for　Experimental　Biology，　IX，203（1955＞），は全町門司と分離筋節制
　　維からのfibrous　proteinの抽出性に言及し，これらの間｝こは一定の差があり，しかしてそれは抽出液に対するAM
　　系蛋白の感受性の差と抽出に対するsarcoplasmaのmodifying　effectによるという，即ち新鮮磨砕筋からはHas－
　　selbach・Schneider液（O．48　M　KCI，0．05　M　phosphate，0．01　M　pyrophosphate，　pH　6．0－6．5）によりL－myosinが選
　　択的に抽出される反面，新鮮筋から分離作製した筋原線維からは同席によりactin｝こ富むAMが抽出される。しか
　　してその筋原線維がrigorに峙つた筋肉から作られる場合にはHasselbach－Schnelder液によりし－myosinのみが
　　抽出されるという。
　　　以上の成績は抽出液が異なるために直ちに高著の成績と比較し難いが，rigorにあるglycerol筋より作製した
　　homogenateから高濃度KCI液によりAMが抽出されることは，本論文の如くATPase活性並びに粘度変化から
　　明らかであり，従って本成績｝こ照してPerryの以上の成績は再検討を要するものと考える。
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Summary
　　　　The　solubility　of　the　homogenate　of　the　glycerinated　muscle　fiber　and　the　ATPase
activity　of　the　actomyQsin（AM）extracted　from　the　hoエnogenate　of　the　glycerinated　muscle
fiber　were　studied．
　　　　1）　lt　was　noted　that　in　the　homogenate　of　the　glycerinatecl　musc1e　fiber　the　quantity
of　AM　increased　with　the　increase　of．　KCI　concentrations．　The　intensity　of　this　phenom－
enon　increased　with　the　length　of　time　required　in　processing．
　　　　2）　The　homogenate　of　the　glycerinated　muscle　fiber　can　be　completely　dissolved
when　it　is　treated　for　3　days　in　1．0－2．O　M　KCI　solution．
　　　　3）　The　ATPase　activity　of　dissolved　homogena’te　of　the　glycerinated　muscle　fiber
shows　the　same　results　as　that　of　the　synthetic　AM．
　　　　These　facts　suggest　that　the　both　ATPase　activities　of　glycerinated　muscle　fiber
and　of　synthetic　AM　are．essentially　the　same．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　May　28，　1956）
